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摘  要 
从东太平洋深海沉积物中筛选到一产脂肪酶菌株 Dspro004，结合形态学观
察和 16SrDNA 序列分析鉴定为 Pseudomonas 属。 适生长温度和 pH 为 15~ 
25℃、pH 7.0~7.5；产脂肪酶 适温度、pH 值、盐度和时间分别为 15℃、pH 
6.0~8.0、0.5%NaCl 质量浓度和 48~60h，油脂类物质的添加会抑制产酶。 
对脂肪酶基因 lipA 进行了克隆表达和性质鉴定。野生 LipA 蛋白 50kDa，
适反应温度、pH 值为 30℃，8.5~9.0，50℃及以上表现热不稳定性，具低温
碱性脂肪酶性质。高浓度 SDS、Tween-80、尿素、盐酸胍和 EDTA 抑制酶活力，
巯基乙醇影响微弱。Ca2+、Mg2+、Sr2+激活作用明显，Hg2+强烈抑制酶活力。对
蛋白酶 aprA 进行了克隆表达，AprA 50 kDa， 适温度、pH 为 40℃、8.5，热
不稳定，受 Mg2+、Ca2+ 、Zn2+激活，受 EDTA 强烈抑制，属碱性金属蛋白酶。 
对该菌进行了紫外诱变筛选脂肪酶高产突变菌株，获得突变子 UM03，
大产酶活力达 2.7 U/mL，较出发菌株提高 39%，传代培养 5 代，产酶能力无显
著差异，显示较好的遗传稳定性。 
使用全基因组鸟枪法（WGS）对 Dspro004 进行了全基因组测序，获得基本
框架图。全基因组为一个环状染色体，全长 7157353bp，GC 含量 60.85%，预测
基因个数 6559，编码序列占基因组全长 88.10%。其上共有 rRNA 序列 6 个，tRNA 
55 个，241 个串联重复区域，转座子 9 个；IS 序列数量 120 个。分析发现 lipA，
aprA 位于一个 ABC 转运系统操纵子中，利用 ABC 复合体以 I 型分泌机制分泌。
在基因组中发现一些水解酶类，为进一步发掘该菌的应用研究潜力奠定了基础。 
从南极中山站排污口筛选到一株产淀粉酶菌 NJ270，形态学观察和 16S 
rDNA 序列分析表明其属于假单胞菌属（Pseudomonas）.该菌具耐冷菌性质，发
酵中添加淀粉有效诱导产酶。硫酸铵沉淀、Q Sepharose XL 离子交换层析和
Sephadex G-75 凝胶层析对其分离纯化，获得比活 122.5U/mg、大小为 55kDa 的




















A lipase-producing strain Dspro004 is isolated from the deepsea sediment of 
eastern Pacific ocean．Morphological identification and phylogenetic analysis 
indicate that this strain belongs to genus Pseudomonas．The optimum growth 
condition is 15~25℃, pH 7.0~7.5．Dspro004 can produce lipase and protease,while 
the optuimum condition for lipase producing is 48 h at 15℃, 0.5% NaCl and pH 
6.0-8.0, respectively．adding of lipin substance may restrain the producing of lipase． 
A lipase gene lipA is obtained by cloning, expression and purification was 
proceeded．The mass weight of the wild LipA is 50 kDa, the optimum condition for 
activity is 30℃，pH 8.5~9.0，respectively, it is thermal-unstable at 50℃ or higher 
temperature, indicate it belongs to alkaline cold-active lipase．The activity is 
restrained by high concentration of SDS,urea,Tween-80, guanidine hydrochloride 
and EDTA, while affected little by beta-mercaptoethanol．Ca2+、Mg2+、Sr2+enhance 
the lipase activity whereas Hg2+ shows strong suppression．A protease gene aprA is 
identified, cloned and expressed, the MW of which is 50 kDa．The optimum 
condition for protease activity is 40℃,pH 8．5．It is sensitive to high temperature, 
possessing cold-adaptive enzyme features and may belong to alkaline 
metalloproteinase, AprA can be activated by Ca2+、Mg2+、Zn2+ while repressed by 
EDTA． 
UV-Mutagenesis is processed with the strain Dspro004 for increasing of LipA 
production．A mutant strain UM03 is obtained by screening of the mutagenesis, with 
the maximal lipase activity producing of 2.7 U/mL,  incresing by 39%．The results of 
inspecting the strain through 5 generation cultures showed that the enzyme activity of 
the strain was stable． 
The genome of Dspro004 is sequenced by WGS method and the main frame map 
is formed, which is a circular chromosome of 7,157,353 bp with the GC content of 
60.85%, encoding 6559 genes with a sum length of 88.10% of the genome sequence, 
there are 6 rRNA genes, 55 tRNA genes, 241 tandem repeat sequences, 9 transposons 
and 120 IS sequences．It is found that the genes lipA and aprA are located in the same 
ABC transporeter operon, the secretion of the LipA and AprA depend on the ABC 















enzymes are found in the Dspro004 genome, the further research of them will be 
carried out on the next step, and it will be valuable for exploring the further 
application potential of the strain Dspro004．  
An amylase-producing strain NJ270 is isolated from the samples collected at the 
waste pipe of Zhongshan Station, Antarctica．Morphological identification and 
phylogenetic analysis indicate NJ270 belongs to genus Pseudomonas．Growth of 
NJ270 shows characteristics of psychrotolerant bacteria．Secretion of amylase is 
introduced by adding of starch．The enzyme purification is performed by ammonium 
sulfate precipitation ， Q Sepharose XL anion-exchange chromatography and 
Sephadex G-75 exclusion chromatography，obtaining an amylase of mass weight of 
55 kDa and specific activity of 122.5 U/mL．Enzyme characterization shows the 
optimum pH and temperature for reaction were pH 9.0 and 50 ,℃  respectively, 
indicated mesothermal-active amylase features．It  hydrolyses starch to produce 
selectively maltopentaose as the only final product．The enzyme activity is enhanced 
by adding Mg2+, while restrained by Fe3+, Co2+ , Cu2+, Zn2+, Hg2+．As an alkaline 
mesothermal-active amylase, it showed great industrial application potential． 
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海洋中阳光可穿透的水体称为透光带，一般介于 100 m~200 m 的深度范围
内。而透光带以下到 1000 m 的深度区域内，由于动物和化能有机异养微生物的
作用，仍存在相当多的生物活动。相比较而言，1000 m 以下的水域生物活动相
对较少，这就是所说的“深海” [1,2] ，占海洋总面积 65%。与陆地和近海环境相
比，深海环境相对比较稳定，具有高压、低温、黑暗和寡营养的特点。在高压
力的深海中，5000 m 深度的生物，必须能耐受 500 个大气压的压力[3]；同时，
深海世界除了海底火山口及其附近的地方，绝大部分都始终处于低温之中，一
般保持在 3 ±1℃ ℃温度范围内[4]，生物在这里生存必须能耐受低温；由于阳光的
穿透力有限，一般在 1000 m 以下的深海几乎没有光照[5]，因此在黑暗的深海几
乎没有进行光合作用的生物存在，而深海生物的生存可能与海底存在的化能自
养微生物有关[6]；与陆地的某些生态环境相比，海水尤其是深海，营养相对贫
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山、冰川和冷库等。根据 Morita[23]的定义，低温微生物可以分为两类：一类是
必须在低温条件下生长， 高生长温度在 20oC 以下， 适生长温度在 15℃以
下，在 0℃可生长繁殖的微生物，称为嗜冷菌（psychrophiles）。嗜冷菌主要分
布在常冷的环境中如南北极地区、冰窟、高山、深海和土壤等低温环境中[24]。
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有上百年的研究史。而微生物脂肪酶是在本世纪初才发现的，我国微生物脂肪
酶的研究始于 60 年代[37]，由于微生物脂肪酶种类多，作用温度及 pH 范围比动
植物脂肪酶广，底物专一性高，并且可以分泌到细胞外而易于提取，便于工业
生产和获得较高纯度的酶制剂，因此微生物脂肪酶已成为工业生产脂肪酶的主

















肪酶的底物专一性已得到详细研究，如 Mucor miehes 和 penieillium sp.为 1，3
专一脂肪酶，而 candida cylindracea，Pseudomonas spp.和 Rhlzopus spp.则为随
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